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@ Verfaliren zur Beatlmmung leukamlscher Zellen. 

@ Die Erflndung betrifft ein Verfahren zum Nachweis und 
zur differentlaldiagnostischen Bestimmung leukamlscher 
Zellen und ist dadurch gekennzetchnet, daB man Leuko- 
zyten mit einem Supravttalfarbstoff behandett und die un- 
terschledliche Farbung gesunder und leukSmischer Zellen 
auswertet. 
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Verfahren zur Bestimmung leukamischer 
5 Zellen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis und zur 
diff erentialdiagnostischen Bestimmung leukamischer Zellen 
durch selektive Anfarbung leukSmischer Blutzellen, 

Die bekannten FSrbemethoden von Leukozyten sind unspezifisch, 

10 weil normale und leukSmische Zellen damit angefSrbt werden. 
Ftir eine Leukamiediagnose war man bisher darauf angewiesen, 
durch Bestimmung der Anzahl von Leukozyten des in den Ge- 
falSen zirkulierenden Blutes die pathogene Erhahung der- 
selben nach?uweisen. Die Leukamiediagnose Uber die Bestim- 

15 mung veranderter enzymatischer Aktivitaten von Leukamie- 
zellen ist zeitraubend und apparativ aufwendig. Aus Cell 
13 , 487 (1978) ist eine Farbemethode fUr leukamische Zellen 
mit Hilfe von Merocyaninfarbstof f en bekannt, wobei die Aus- 
wertung f luor eszenzmikroskopisch erfolgt. Diese Methode 

20 hat den Nachteil, daft ein Fluoreszenzmikroskop benotigt 
wird, das erheblich teurer ist als ein normales Mikroskop 
und deshalb auch nicht an alien Stellen vorhanden ist, an 
denen die Durchfiihrung eines Leukamietestes von Interesse 
sein konnte, Ein weiterer Nachteil dieser Methode ist 

25 darin zu sehen, dafj gefarbte und ungefSrbte Zellen nicht 
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bei der gleichen Mikroskopeinstellung ausgewertet werden 
konnen, wodurch die Auswertung umstandlich wird. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein einf aches 
Verfahren zur Verfttgung zu stellen, mit dem leukamische 
Blutzellen durch spezifische Farbung von normalen Leuko- 
zyten unterschieden werden konnen. 

Es xmrde gefunden. dafl man das unterschiedliche Verhalten 
von normalen Leukozyten und leuk&nischen Zellen gegenttber 
Supravitalfarbstoffen zu einer zuverl.ssigen LeukMrnie- 
aiagnose verwenden kann. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis 
und zur differentialdiagnostischen Bestimmung leukSmischer 
Zellen, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man Leukozyten 
mit einem Supravitalf arbstof f behandelt und die unter- 
schiedliche Farbung gesunder und leukamischer Zellen aus- 
wertet. 



Bevorzugte Supravitalf arbstof fe zur Durchffihrung des er- 
fmdungsgemacen Verfahrens sind Triphenylmethanfarbstoffe 
der Phtalein- bzw. Sulf ophtalein-Klasse, wie Eosin 
20 Erythrosin, Phloxin, Bromphenolblau, Bromchlorphenolblau 
und verwandte Farbstoffe. 

Oberraschenderweise hat sich gezeigt, dafi sich mit diesen 
Farbstoffen dif f erentialdiagnostisch einwandfreie FSr- 
bungen durchftihren lassen, obwohl sich mit diesen Farb- 
stoffen normal^rweise eine Supravitalf arbung von Leuko- 
zyten ttberhaupt nicht durchftihren laiit. Die gesunden 
Zellen bleiben deshalb auch ungefSrbt, wahrend die 
leuk^ischen Leukozyten angefSrDt werden. Die 
Farbung tritt sehr schnpll ein und die Farbunterschiede 
zwxschen gesunden und kranken Zellen treten sehr deutlich 
hervor, so dafi die Auswertung auch von angelernten Kraften 
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leicht durchgefiihrt werden kann. Mit Phloxin z.B. fSrben 
sich die leukamischen Zellen rot, mit Bromchlorphenolblau 
blau; die gesunden Zellen bleiben in beiden Fallen farblos. 

Die Farbungen werden in an sich bekannter Weise durchge- 
S fiihrt, d.h. unter Bedingungen, unter denen die Supravital- 
farbstoffe auch bisher zur Farbung der verschiedenen Blut- 
bestandteile eingesetzt werden. Die Farbstoff losungen 
sollten in einer Konzentration von etwa 0,01 bis 0,5 %, 
vorzugsweise 0,05 bis 0,2 %, in physiologischer Kochsalz- 
0 16sung vorliegen, 

Zur DurchfUhrung des Verfahrens wird EDTA-Blut z.B. mit 
einer DextranlOsung versetzt und im verschlossenen Rohr- 
chen £Ur eine Stunde bei 37^C stehen gelassen. Der Plas- 
mauberstand wird abpipettiert , zentr ifugiert und der 
5 Rtickstand wird mit physiologischer Kochsalzl5sung aufge- 
nommen. Anschliefiend \vird die Farbstoff losung hinzuge- 
geben und gemischt; ein Teil der Mischung wird auf einen 
Objekttrager gebracht , sofort mit einem Deckglas abge- 
deckt und unter dem Mikroskop ausgewertet. 

20 Die quantitative Auswertung wird so vorgenommen, dafj man 
in einem bestimmten Gesichtsfeld des Durchlicht-Mikroskops 
die Zahl der gefarbten Leukozyten (x) sowie die Gesamt- 
zahl der Leukozyten (y) feststellt und daraus den Prozent- 
satz (A) der gefarbten Zellen errechnet nach der Gleichung 



Zur Schnellbest iramung leukSmischer Leukozyten ist es auch 
mdglich, einige Tropfen des Plasmas auf den ObjekttrSger 
aufzubringen und rait einer wasserloslichen Folie abzu- 
decken, die die erf orderlichen Farbstoffe in homogener 
30 Verteilung enthalt. 
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Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele nSher 
eriautert. 

Beispiel 1 

Analyse von Blut mit verminderter, normaler und gering- 
gradig erhOhter Leukozytenzahl (bis etwa 40.000/^1 Blut) 

2 ml EDTA-Blut wurden mit 8 Tropfen DextranlSsung (Dextr<in 
T 500, 6 %ige L5sung in 0,9 %iger NatriumchloridlSsung) ~" 
versetzt und im verschlossenen RShrchen eine Stunde bei 
37 C stehen gelassen. Anschliefiend wurde der Plasmattber- 
stand abpipettiert und 5 Min. lang bei 1000-2000 U/Min. 
zentrifugiert. Die Uberstehende LOsung wurde weggegossen, 
der Rttckstand mit 2 Tropfen 0,9 %iger NatriumchloridlS- 
sung versetzt und gemischt. Zu dieser Lttsung wurden 2 ~ 
Tropfen einer 0,1 %igen PhloxinlSsung in 0,85 %iger Natri- 
umchloridlSsung hinzugegeben und erneut gemischt. 0,02 ml 
dieser Mischung wurden auf einen ObjekttrSger aufsebracht, 
sofort mit einem Declcglas abgedeclct und unter dem Durch- 
licht-Mikroskop ausgewertet (VergreUerung : 6,3x1,25x25). 
Die gesunden Zellen waren farblos, die kranken Zellen 
rot gefSrbt. 

Beispiel 2 

Analyse von Blut mit stark erhShter Leukozytenzahl (ab 
etwa 46.OOO//1I Blut) 

2 ml EDTA-Blut wurden mit 8 Tropfen DextranlSsung analog 
Beispiel 1 versetzt und im geschlossenen RShrchen eine 
Stunde bei 37°C ruhig stehen gelassen. 0,02 ml des Plasma- 
tiberstands wurden entnommen, mit 2 Tropfen Natriumchlorid- 
lSsung versetzt und gemischt. Zu dieser LSsung wurden 2 
Tropfen einer 0,08 %igen BromchlorphenolblaulSsung in 
0,85 %iger NatriumchloridlSsung hinzugegeben und erneut 
gemischt. 0,02 ml dieser Mischung wurden auf einen Objekt- 
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trager aufge'bracht, sofort mit einem Deckglas a"bge- 
deckt und unter dem Durchlicht-Mikroskop ausge- 
v/ertet. Die gesunden Zellen v/aren farblos, die 
kranken Zellen "blau gefarlDt. 
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Pat ent ansprtiche 

1. Verfahren zum Nachweis und zur dif ferentialdia- 
gnostischen Bestimmung leukainischer Zellen,dadurch 
gekennzeichnet , daB man Leukozyten mit einem Supra- 
vitalfarbstoff behandelt und die unterschiedliche 
Farbung gesunder und leukamischer Zellen auswertet. 

2. Verfahren nach Anspruch 1,dadurch gekennzeichnet , 
dafi man einen Triphenylmethanf arbstof f aus der 
Phtalein- bzw. Sulfophtaleih-Klasse verwendet. 
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